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Резюме. Изучены генотоксическое и цитотоксическое воздействия метаболитов карликовых цепней на клетки
костного мозга и семенников инвазированных мышей линии СВА при применении щелочного гель-электрофореза
единичных клеток. Установлено, что метаболиты Hymenolepis nana во время инвазии вызывают рост одноцепочечных
разрывов, щелочно-лабильных сайтов ядерной молекулы ДНК, апоптотических клеток в костном мозге и семенниках
экспериментальных животных. Эти эффекты зависят от биологии развития паразита в организме хозяина и
максимально выражены на личиночной и имагинальной стадиях. Генотоксическое и цитотоксическое воздействия
метаболитов карликовых цепней усиливаются при росте интенсивности инвазии.
Ключевые слова: карликовый цепень, щелочной гель-электрофорез единичных клеток, клетки костного мозга
и семенников, генотоксичность, цитотоксичность.
Abstract. The genotoxic and cytotoxic influences of dwarf tapeworm metabolites on bone marrow and testicles of invasive
mice CBA line were investigated with alkaline single cell gel electrophoresis use. It was established, that Hymenolepis nana metabolites
caused increase of single-strand breaks, alkali-labile sites of nucleus molecule DNA, apoptotic cells in bone marrow and testicals of
experimental animals. These effects depend on biology of parasite development and  are maximally higher in larval and imaginal
stages. The genotoxicity and cytotoxicity influences of dwarf tapeworm metabolites  increase   when  invasion intensity grows.
Известно, что метаболиты карликовых
цепней способны вызывать рост числа клеток
костного мозга с микроядрами и хромосомны-
ми аберрациями, индуцировать увеличение
уровней микроядросодержащих сперматогони-
ев, сперматоцитов и сперматид в семенниках,
снижать активность сперматогенеза при экспе-
риментальном гименолепидозе [2, 3, 9]. Цито-
генетические изменения в соматических и ге-
неративных клетках хозяина при гименолепи-
дозе зависят от дозы инвазионного материала,
введенного при заражении, и приходятся на пе-
риод высокой биологической активности пара-
зитов [3].
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университет, кафедра медицинской биологии и общей генетики
- Бекиш Вл.Я.
Современным, перспективным чувстви-
тельным флуоресцентно-микроскопическим ме-
тодом обнаружения первичных повреждений
молекулы ДНК отдельных клеток при воздей-
ствии факторов окружающей среды является
гель-электрофорез единичных клеток  метод
«ДНК-комет» [8]. Метод предложили O.Osting и
K.J.Johanson [16], а его детальная разработка была
завершена N.P. Singh et al. в 1988 г. [17] и P.L.
Olive et al. в 1990 г. [15]. Гель-электрофорез еди-
ничных клеток применяется для оценки геноток-
сических свойств факторов окружающей среды
[13]. При проведении метода каждое клеточное
ядро имеет кометоподобный вид, в котором име-
ется «голова» и «хвост» (рис. 1а). Интерпрета-
ция результатов основана на гипотезе, что выз-
ванные генотоксическими факторами поврежде-
ния ДНК ядра состоят из низкомолекулярных
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участков, отрывов, репарационно-вырезанных
повреждений и щелочно-лабильных участков
ДНК [19]. В результате лизиса освобожденные
из ядра клеток поврежденные участки ДНК при
электрофорезе формируют «хвост кометы», а не-
поврежденные  «голову кометы». В «хвосте
кометы» просчитываются основные показатели
повреждения ДНК ядра, обусловленные геноток-
сическими факторами: «длина хвоста», процент
ДНК в «хвосте кометы» и «момент хвоста» (дли-
на «хвоста кометы», умноженная на процент
ДНК в нем). Гель-электрофорез единичных кле-
ток позволяет оценить не только генотоксичес-
кое, но и цитотоксическое воздействие исследу-
емых факторов, определяющих рост процента
апоптотических клеток [7, 9], изображения ко-
торых характеризуют минимальные размеры
ядра и большой хвост, разбросанный во все сто-
роны (рис. 1б).
Возможность метаболитов Hymenolepis
nana вызывать повреждения молекулы ДНК и
апоптоз в соматических, генеративных клетках
хозяина ранее не исследовалась. В связи с этим
представляет интерес изучить предполагаемые
генотоксическое и цитотоксическое воздей-
ствия метаболитов карликовых цепней на клет-
ки костного мозга и семенников, инвазирован-
ных карликовыми цепнями экспериментальных
животных.
Методы
Исследование проведено на 100 мышах-сам-
цах линии СВА массой 16-18 г, разделенных на
четыре группы по 25 животных в каждой. Мы-
шам 1-ой группы (негативный контроль) вводили
per os 0,2 мл 2 % крахмального геля, животных 2-
ой группы заражали инвазионными яйцами H. nana
внутрижелудочно в дозе 5, 3-ей  20 и 4-ой  40
яиц/г массы тела [4]. Забой контрольных и зара-
женных животных (по 5 на срок наблюдения) про-
водили путем декапитации на 3, 7, 14, 21 и 28-й
дни от начала инвазии. У мышей выделяли бед-
ренные кости и семенники. Шприцем с 2 мл сре-
ды RPMI-1640 тонкой иглой вымывали костный
мозг. С семенников удаляли оболочку и выделя-
ли семенные канальцы, которые промывали в фар-
форовой ступке с 5 мл 2,2 % раствора трехзаме-
щенного цитрата натрия. После удаления раство-
ра семенные канальцы измельчали изогнутой пре-
паровальной иглой в 3 мл свежего раствора цит-
рата натрия и переносили в пробирки объемом
15 мл. Пробирки выдерживали 5 мин при комнат-
ной температуре для осаждения крупных фраг-
ментов семенных канальцев, после чего верхний
слой жидкости переносили во вторую пробирку.
Суспензии клеток костного мозга, семенников
дважды отмывали в 3 мл среды RPMI-1640 путем
10 минутного центрифугирования при 1100 об/мин
и температуре 8°С. После второй отмывки супер-
натант удаляли, осадок разводили средой RPMI-
1640 до конечной концентрации клеток 1-5 х 106
на 1 мл. Гель-электрофорез единичных клеток про-
водили в щелочной версии N.P. Singh et al. [17] в
модификации B. Hellman et al. [12], которая позво-
ляет определить уровни одноцепочечных разры-
вов, щелочно-лабильных сайтов молекулы ДНК
при воздействии генотоксических факторов. Для
проведения метода использовались камера с си-
ловой установкой для электрофореза и все хими-
Рис. 1. «Кометы» клеток костного мозга мышей  при проведении щелочного гель-электрофореза
единичных клеток: а  клетка с поврежденными участками ДНК в «хвосте кометы»;
б  апоптотическая клетка.
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ческие реактивы фирмы Sigma. Микропрепараты
окрашивали раствором этидия бромида и анали-
зировали на люминисцентном микроскопе Мик-
мед-2 фирмы ЛОМО при увеличении 600х. Изоб-
ражения «комет» на микропрепаратах фотографи-
ровали цифровой фотокамерой Nikon Coolpix-
4500. Учет повреждений молекулы ДНК прово-
дили путем анализа цифровых изображений с по-
мощью автоматической программы «СASP v.
1.2.2» [14]. С микропрепарата подсчитывалось по
100 клеток, в каждой из которых учитывали «дли-
ну хвоста» кометы в пикселях, а также процент
ДНК в «хвосте» (рис. 2). В качестве основного
международно-принятого показателя генотокси-
ческого воздействия факторов среды использо-
вали «момент хвоста», вычисленный из «длины
хвоста», умноженной на процент ДНК в «хвос-
те» [11, 19]. Для оценки цитотоксического воз-
действия метаболитов карликовых цепней на клет-
ки костного мозга и семенников определяли про-
цент апоптотических в 100 случайно выбранных
клетках (рис. 2). Результаты обрабатывались ста-
тистически с использованием программы Ехсеl
2002. Рассчитывалась средняя арифметическая и
ее стандартное отклонение (M+SD). Достовер-
ность выявляемых различий определяли по t-кри-
терию Стьюдента.
Результаты
При проведении метода ДНК-комет в клет-
ках костного мозга контроля во время опыта
«момент хвоста» варьировал от 0,14+0,05 до
0,23+0,07, а процент апоптотических клеток 
от 2,00+0,67 до 3,60+0,65.
У мышей 2-ой группы (доза заражения 5
яиц/г) на 3-й день наблюдения «момент хвос-
та» в клетках костного мозга был выше в 2,26
раза (рис. 3), а процент апоптотических клеток
 в 1,3 раза, чем у животных негативного конт-
роля (рис. 4). На 7, 14, 21 и 28-й дни опыта ис-
следуемые показатели у зараженных животных
достоверно не отличались от данных незаражен-
ных животных.
При увеличении дозы заражения до 20
яиц/г «момент хвоста» клеток костного мозга ин-
вазированных гименолеписами животных на 3-
й день наблюдения были выше в 4,43 и 1,96 раза
соответственно показателей негативного контро-
ля и данных инвазированных животных 2-ой
группы. Процент апоптотических клеток в 2,3
раза превышал уровень негативного контроля и
в 1,76 раза был больше, чем при дозе 5 яиц/г. На
7-й и 14-й дни наблюдения «момент хвоста» был
выше в 4,2 и 3,57 раза соответственно показате-
лям негативного контроля. На 21-й день наблю-
дения «момент хвоста» в 3,8 раза превышал уро-
вень незараженных животных. На 28-й день опы-
та «момент хвоста» и процент апоптотических
клеток у зараженных животных не отличались
от показателей негативного контроля.
У зараженных в дозе 40 яиц/г массы тела
мышей «момент хвоста» клеток костного мозга
к 3-му дню инвазии был выше в 7,74 раза по срав-
нению с негативным контролем и в 1,7 раза пре-
вышал этот показатель при дозе 20 яиц/г. Про-
Рис. 2. Клетки костного мозга (а) и семенников (б) мыши при проведении щелочного гель-
электрофореза единичных клеток (инвазия H. nana, 3 день наблюдения, доза 40 яиц/г): 1 - клетки в
норме; 2 - клетки с  поврежденной ДНК в «хвосте кометы»; 3 - апоптотические клетки.
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цент апоптотических клеток в 3,54 и 1,5 раза был
больше соответственно уровней негативного
контроля и животных 3-ей группы. На 7-й день
наблюдения «момент хвоста» был выше в 8 раз
по сравнению с негативным контролем и в 1,9
раза  с показателем 3-ей группы. К 14-му дню
опыта «момент хвоста» и процент апоптотичес-
ких клеток были больше в 3,64 и 2 раза соответ-
ственно, чем у негативного контроля. «Момент
хвоста» на 21-й день наблюдения был больше в
7,8 раза по сравнению с интактным контролем и
более чем в 2 раза  с данными 3-ей группы (20
яиц/г). На 28-й день опыта исследуемые показа-
тели у зараженных животных не отличались от
данных негативного контроля.
В семенниках животных негативного
контроля в течение опыта «момент хвоста» ва-
рьировал от 0,55+0,18 до 0,75+0,35, а процент
апоптотических клеток  от 6,10+0,74 до
7,30+1,83.
Рис. 3. «Момент хвоста» в клетках костного мозга при экспериментальном гименолепидозе
(достоверное отличие при Р<0,01-0,05: * от негативного контроля; #   от данных дозы 5 яиц/г;
@   от данных дозы 20 яиц/г).
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Рис. 4. Проценты апоптотических клеток костного мозга при экспериментальном гименолепидозе
(достоверное отличие при Р<0,01-0,05: *  от негативного контроля; #   от данных дозы 5 яиц/г;
@  от данных дозы 20 яиц/г).
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У зараженных мышей в дозе 5 яиц/г мас-
сы тела «момент хвоста» был выше в 1,56 раза
только на 3-й день наблюдения при сравнении
с данными негативного контроля (рис. 5).
При увеличении дозы заражения до 20
яиц/г в клетках семенников мышей на 3-й день
опыта наблюдалось повышение «момента хво-
ста» в 2,1 раза по сравнению с негативным конт-
ролем и в 1,3 раза  с показателем дозы 5 яиц/г.
Процент апоптотических клеток был выше в 1,3
раза по отношению к интактному контролю
(рис. 6). К 7-му дню «момент хвоста» клеток
семенников животных 3-ей группы был выше в
1,38 раза, чем у негативного контроля. Процент
апоптотических клеток оказался повышенным
в 1,55 раза по сравнению с данными негативно-
го контроля. На 14-й день в клетках животных
3-ей группы «момент хвоста» и процент апоп-
тотических клеток были выше в 1,5 и 1,2 раза
соответственно, чем в интактном контроле. На
21 и 28-й дни опыта исследуемые показатели у
зараженных животных не отличались от дан-
ных негативного контроля.
У мышей 4-ой группы (доза заражения 40
яиц/г) на 3-й день опыта наблюдалось повыше-
ние момента хвоста» в 5,3 раза по сравнению
с негативным контролем и в 2,53 раза  с ана-
логичным показателем при дозе 20 яиц/г. Про-
цент апоптотических клеток был выше более
чем в 2 раза по отношению к интактному конт-
ролю и в 1,6 раза  к данным 3-ей группы. К 7-
му дню у животных, зараженных в дозе 40 яиц/
г, «момент хвоста» был выше в 3 раза по отно-
шению к негативному контролю, превышал в
2,15 раза данные при дозе 20 яиц/г, а процент
апоптотических клеток превосходил в 1,7 раза
показателя интактного контроля. К 14-му дню
«момент хвоста» у животных 4-ой группы был
выше в 3,62 раза величин негативного контро-
ля и в 2,4 раза превышал аналогичный показа-
тель мышей 3-ей группы. Процент апоптотичес-
ких клеток был выше в 2 раза по отношению к
интакному контролю и в 1,6 раза превышал дан-
ные животных, зараженных дозой 20 яиц/г.
«Момент хвоста» клеток семенников на 21-й
день наблюдения был больше в 1,7 раза по срав-
нению с негативным контролем. На 28-й день
опыта исследуемые показатели у зараженных
животных не отличались от данных негативно-
го контроля.
Рис. 5. «Момент хвоста» в клетках семенников при экспериментальном гименолепидозе
(достоверное отличие при Р<0,01-0,05: * от негативного контроля; #   от данных дозы 5 яиц/г;
@   от данных дозы 20 яиц/г).
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Обсуждение
На основании полученных данных мож-
но заключить, что метаболиты карликовых цеп-
ней обладают генотоксическим воздействием
как на соматические, так и на генеративные клет-
ки инвазированного хозяина, вызывая увеличе-
ние количества одноцепочечных разрывов и
щелочно-лабильных сайтов ядерной ДНК в
клетках костного мозга и семенников in vivo.
Повреждения ядерной ДНК клеток костного
мозга и семенников хозяина при гименолепи-
дозе зависят от биологии паразита и максималь-
но выражены на личиночной (3-й день) и има-
гинальной стадиях развития (14-й день). Рост
повреждений ядерной молекулы ДНК клеток
костного мозга и семенников при эксперимен-
тальном гименолепидозе зависят от дозы вве-
денного инвазионного материала при зараже-
нии и кратно достоверно возрастают при ее уве-
личении. Дозозависимое воздействие четко про-
слеживается на росте «момента хвоста» в клет-
ках костного мозга и семенников при увеличе-
нии дозы заражения с 5 до 20 и до 40 яиц/г на 3
день наблюдения. Этот эффект наблюдался так-
же при увеличении дозы введенного инвазион-
ного материала при заражении с 20 до 40 яиц/г
на 7 и 21 дни в клетках костного мозга и на 7 и
14 дни опыта в клетках семенниках.
Метаболиты карликовых цепней одновре-
менно обладают цитотоксическим воздействи-
ем, которое характеризовалось ростом процен-
та апоптотических клеток в костном мозге и
семенниках инвазированных животных при
высоких дозах заражения (20 и 40 яиц/г). Этот
эффект зависел от особенностей биологии раз-
вития карликовых цепней и был максимально
выражен на стадиях цистицеркоидов (3-й день)
и имаго (14-й день). Рост процента апоптоти-
ческих клеток в костном мозге и семенниках
мышей при гименолепидозе зависел от дозы
введенного инвазионного материала, взятого
при заражении, и кратно достоверно возрастал
при ее увеличении. При увеличении дозы с 5
до 20 и до 40 яиц/г массы тела животного на 3-
й день в костном мозге наблюдался рост апоп-
тотических клеток в 1,5-1,76 раза. В семенни-
ках рост дозы заражения с 20 до 40 яиц/г мас-
сы тела животного на 3-й и 14-й дни инвазии
сопровождался увеличением апоптотических
клеток в 1,6 раза.
Генотоксические и цитотоксические по-
вреждения клеток костного мозга и семенни-
ков мышей, инвазированных карликовыми цеп-
нями, можно связать с развитием оксидатив-
ного стресса в инвазированном организме хо-
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Рис. 6. Проценты апоптотических клеток семенников при экспериментальном гименолепидозе
(достоверное отличие при Р<0,01-0,05: *  от негативного контроля; @  от данных дозы заражения 20
яиц/г).
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зяина и со способностью метаболитов карли-
ковых цепней непосредственно повреждать
ядерный аппарат клеток хозяина. Нами было
показано, что гименолепидозная инвазия сопро-
вождается активацией свободнорадикальных
процессов в семенниках мышей, которые харак-
теризуются повышением уровней продуктов пе-
рекисного окисления липидов (малоновый ди-
альдегид, диеновые конъюгаты) и снижением
активности ферментов  антиоксидантов (супе-
роксиддисмутаза, каталаза) [1]. Кроме того,
имеются данные о способности карликовых
цепней нарушать ход свободнорадикальных
процессов в организме хозяина за счет нали-
чия у них NO-синтетазы [10, 18]. У больных ги-
менолепидозом установлено повышение интен-
сивности перекисного окисления липидов в
мембранах эритроцитов и уровень малонового
диальдегида зависел от тяжести и длительнос-
ти течения заболевания [5].
Выводы
1. Метаболиты карликовых цепней обла-
дают генотоксическим и цитотоксическим воз-
действиями на соматические и генеративные
ткани хозяина, вызывая рост одноцепочечных
разрывов, щелочно-лабильных сайтов ядерной
молекулы ДНК, апоптотических клеток в кост-
ном мозге и семенниках. Максимум изменений
наблюдается в периоды высокой биологичес-
кой активности паразитов (стадии цистицерко-
идов и имаго).
2. Генотоксическое и цитотоксическое
влияния метаболитов карликовых цепней на ге-
неративные клетки хозяина возрастают при уве-
личении дозы введенного инвазионного мате-
риала при заражении.
Исследования выполнены по договору
№Б04-125 с Белорусским республиканским фон-
дом фундаментальных исследований.
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ПОВРЕЖДЕНИЯ   ГЕНОМА   ХОЗЯИНА   ПРИ   ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ
ТОКСОКАРОЗЕ   И   ПРИ   СЕНСИБИЛИЗАЦИИ   БЕЛКОВЫМ   ПРОДУКТОМ ИЗ
ТКАНЕЙ   TOXOCARA   CANIS
КОЛМОГОРОВ В.И., БЕКИШ Вл.Я.
УО «Витебский государственный  ордена Дружбы народов медицинский университет»
кафедра медицинской биологии и общей генетики
Резюме. Изучены цитогенетические повреждения в наследственном аппарате соматических и генеративных
клеток мышей линии СВА при токсокарозе в зависимости от дозы заражения, а также при трехкратной сенсибилизации
белковым соматическим продуктом из тканей Toxocara canis.
Установлено, что метаболиты мигрирующих личинок T. canis обладают мутагенным воздействием как на
соматические, так и на генеративные клетки сперматогенеза хозяина, что приводит к росту числа микроядросодер-
жащих полихроматофильных эритроцитов в костном мозге, сперматогониев, сперматоцитов, сперматид с микроядрами
и сперматозоидов с одноцепочечной молекулой ДНК в семенниках у мышей линии СВА.
Сенсибилизация мышей белковым соматическим продуктом из тканей токсокар вызывает повреждения в
наследственном аппарате клеток костного мозга и семенников мышей линии СВА, которые проявляются увеличением
числа микроядросодержащих полихроматофильных эритроцитов, сперматогониев, сперматоцитов и сперматид.
Ключевые слова: токсокара, белковый соматический продукт, микроядерный тест, костный мозг, семенники,
хроматингетерогенный тест.
Abstract. The cytogenetic damages in hereditary apparatus of CBA mice at toxocara invasion in dependence on
infection dose and at threefold sensibilization by  protein somatic product from Toxocara canis tissues were investigated.
It was established, that metabolites of migrating Toxocara canis larvae have mutagenic effect both on somatic and on
generative cells of the host, that  leads to increase in the  number of  micronucleus-containing polychromatophile erythrocytes
in bone marrow, spermatogones, spermatocytes, spermatids with micronuclei and spermatozoids with one-strand DNA molecules
in testicles of CBA mice.
Sensibilization of mice by protein somatic product from Toxocara tissues causes damage in hereditary apparatus of
bone marrow and testicles cells of CBA mice, that shown by increase in the number of micronucleus-containing
polychromatophile erythrocytes, spermatogones, spermatocytes and spermatids.
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